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UTICAJ STADIJUMA RAZVIÕA 
MEGAGAMETOFITA Pinus heldreichii NA 




Izvod: Izolovane ovule Pinus heldreichii (Christ.) gajene su in vitro na hrançivim pod-
logama radi ispitivaña moguõnosti indukcije somatske embriogeneze. Hrançiva
podloga Gresshoff and Doy (GD) sa azotnim jediñeñima, smañenim na polovinu i BA
0.5 mg/L i 2.4-D 2.0 mg/L, stimulisala je indukciju embriogenog tkiva. Ipak, najvaÿ-
niji faktor u ovom procesu bio je stadijum razviõa embriona u ovuli. Frekvencija
indukcije od 10% dobijena je na ovulama u kojima su embrioni bili u prekotiledo-
narnom stadijumu razviõa. Kada je dominantni embrion u ovuli bio u kotiledonar-
nom stadijumu razviõa, frekvencija indukcije bila je maña ili je nije ni bilo.
Proliferacija embriogenog tkiva dobijena je na podlogama sa smañenom koncen-
tracijom regulatora rasteña, a poøetni stadijumi sazrevaña embriona na podlo-
gama sa ABA i 5% saharoze. 
Kçuøne reøi: munika, nezrela semena, ovule, somatska embriogeneza.
EFFECT OF DEVELOPMENT STAGE OF Pinus heldreichii 
MEGAGAMETOPHYTES ON THE INDUCTION OF EMBRYOGENIC TISSUE 
Abstract: The potential of somatic embryogenesis induction was examined by in vitro gro-
wing of isolated ovules of Pinus heldreichii (Christ.) on nutrient media. The induction of
embryogenic tissue was stimulated by Gresshoff and Doy (GD) medium with nitrogen com-
pounds reduced to one half and with 0.5 mg/l BA and 2.0 mg/l 2.4-D. Still, the most important
factor in this process was the development stage of embryos in the ovule. An induction frequ-
ency of 10% was obtained on the ovules in which embryos were in the pre-cotyledonary
stage. When the dominant embryo in the ovule was in the cotyledonary stage, the induction
frequency was lower or absent. Proliferation of embryogenic tissue was achieved on the
media with reduced concentration of growth regulators, and the initial stages of embryo matu-
ration were obtained on the media with ABA and 5% sucrose. 
Key words: white-bark pine, immature seeds, ovules, somatic embryogenesis. 
1. UVOD
Munika Pinus heldreichii je tercijarni relikt i endemit Balkanskog po-
luostrva i malog podruøja u juÿnoj Italiji. U proålosti åume munike su
obrazovale prostran i moõan åumski pojas na Balkanu koji je, negativnim
antropogenim uticajima, sveden na veõe ili mañe ostatke. Na mestu ovog
pojasa danas su goleti, vegetacija kameñara i planinski paåñaci (Jan ko-
  dr Dragana Stojiøiõ, Institut za åumarstvo, Beograd, dr Sneÿana Budi-
mir, Institut za bioloåka istraÿivaña „Siniåa Stankoviõ“, Beograd,
dr Duåica Janoåeviõ, Institut za botaniku i Botaniøka baåta “Jevremo-
vac”, Bioloåki fakultet, Univerzitet u Beogradu, Takovska 43, Beograd.
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viõ,  M . ,  1991). Ovakva degradacija i naruåavañe prirode ima za posledi-
cu razorno i øesto katastrofalno dejstvo erozije, bujica i lavina (Jan ko-
viõ,  M ., 1972). Zbog toga je obnavçañe øitavog visokoplaninskog i pla-
ninskog åumskog pojasa munike jedan od najznaøajnijih zadataka primeñene
ekologije i åumarstva.
Munika izgraæuje gorñu åumsku granicu, åto znaøi da ÿivi i u, za dr-
veõe, najteÿim uslovima naåih planina. Ipak, ona je i tim nepovoçnim
uslovima dobro prilagoæena. Zahvaçujuõi dobrom ukoreñavañu, malim
staniånim i temperaturnim potrebama, ova vrsta bora raste na nepristu-
paønim i bezvodnim kreøñaøkim terenima (Jo va no viõ, B.,  1971). Øak i
na ovakvim terenima stablo munike je dekorativno, sa piramidalnom kru-
nom i tamnozelenom bojom øetina. Zato se munika moÿe koristiti i za po-
åumçavañe predela uniåtenih erozijom ili bujicom ali i kao ukrasno dr-
vo. Munika pokazuje vitalnost spontanog obnavçaña. Potrebno je jedino da
øovek ne ometa ove prirodne procese obnove. Naravno, tamo gde je munika
potpuno uniåtena neophodno je poåumçavañe sadnicama proizvedenim u
rasadnicima. 
Seme munike je dormantno. Vegetativno razmnoÿavañe oÿiçenicama je
sa slabim uspehom pa je proces dobijaña kvalitetnih sadnica oteÿan. Zbog
toga je i zapoøeta primena alternativnih metoda kulture in vitro u nameri
da se munika vegetativno regeneriåe, i to kroz indukciju adventivnih pu-
poçaka (Sto j i ø iõ ,  D .  et al., 1999), kroz indukciju aksilarnih pupoçaka
(Sto ji øiõ ,  D .  et al., 2004) i indukciju somatske embriogeneze (Sto ji øiõ ,  D .
et al., 2007). 
Somatska embriogeneza je proces koji se odigrava in vitro, tokom koga
somatske õelije (õelije vegetativnih organa ili haploidne mikrospore)
formiraju bipolarne embrione. Formirañe embriona deåava se kroz se-
riju procesa koji su po opåtoj åemi analogni zigotskoj embriogenezi, tj.,
razvoju embriona in vivo. Jedna õelija, zigot, u sluøaju zigotske embrioge-
neze, ili somatska õelija u sluøaju somatske embriogeneze, razvijaju se u
embrion koji predstavça novu individuu. Zigot je sa promeñenim a somat-
ski embrion sa istim genomom kao åto je genom majke. Osim genetiøkih
razlika, prisutne su i razlike koje nastaju usled razliøitog okruÿeña u
kome se zigotski i somatski embrioni razvijaju. Zigotski embrion je zaå-
tiõen u semenom zametku, i u pravo vreme dobija pravu kombinaciju hrançi-
vih i stimulativnih supstanci. Nasuprot ñemu, somatski embrion leÿi na
hrançivoj podlozi i ñegovo razviõe direktno zavisi od sastava hrançive
podloge. Somatski embrioni su od ranih stadijuma razviõa polarizovane
strukture koje imaju formiran apikalni meristem izdanka i apikalni me-
ristem korena, i ni u jednoj fazi razviõa ne uspostavçaju vaskularnu vezu
sa materinskim tkivom (Rag ha van ,  V . ,  1976). Broj vrsta øetinara kod ko-
jih je somatskom embriogenezom dobijena regeneracija biçaka je sve veõi.
Ipak kod velikog broja vrsta roda Pinus, iako se primeñuju razliøiti
tretmani, nije moguõe indukovati somatsku embriogenezu, pa se za ñih mo-
ÿe reõi da su rekalcitrantne. 
Rezultati prikazani u ovom radu odnose se na definisañe stadijuma
razviõa megagametofita koji je najpodesniji za indukciju embriogenog tki-
va, odrÿavañe embriogenih linija i praõeñe razviõa somatskih embriona
munike. 
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2. MATERIJAL I METODE
Åiåarice munike prikupçene su sa veõeg broja stabala sa slobodnim
opraåivañem na prirodnom lokalitetu na planini Lovõen u Crnoj Gori.
Prikupçañe je obavçeno 26.06., 02.07., 10.07. i 17.07.2007. god. Åiåarice su
øuvane na temperaturi od 4 ºC do dana koriåõeña, a najduÿe dva meseca. Na
dan koriåõeña semena su izolovana iz åiåarica, a zatim su 24 h ispirana
pod tekuõom vodom. Nakon ispiraña semena su 30 minuta sterilisana 20%-
tnom varikinom (komercijalni naziv natrijum hipohlorita sa 60g aktiv-
nog hlora/L). Sterilisana semena su zatim tri puta isprana sterilnom de-
stilovanom vodom i iz ñih su u sterilnim uslovima izolovane nezrele ovu-
le. Ovule su postavçane na induktivne podloge: hrançivu podlogu Gresshof,
P.M. and Doy, C.H. (1972) – GD, modifikovanu od strane Sommer-a i dr.
(1975); GD podlogu sa smañenim azotnim jediñeñima na polovinu – GDa;
GD podlogu sa redukovanim azotnim jediñeñima – GDb. Svakoj od podloga
dodavani su regulatori rasteña: 2.4-dihlorofenoksi-sirõetna kiselina
(2.4-D) i 6-benzil-aminopurin (BA) ili 1-naftil-sirõetna kiselina (NAA)
i BA (tabela 1). Svaki tretman je obuhvatio po 30 ovula, po 10 u Petrijevoj
kutiji, u dva ponavçaña. Induktivni period je trajao 5 dana. Ovule su za-
tim prenete na podloge za proliferaciju embriogenog tkiva. Ove podloge
su bile istog mineralnog sastava kao i induktivne podloge ali sa regulato-
rima rasteña smañenim na petinu. Ovule sa embriogenim tkivom prenoåe-
ne su na sveÿe hrançive podloge svake 4 nedeçe. Tkivo je odrÿavano na
ovim podlogama 8-20 nedeça. Embriogeno tkivo sa embrionima je prenoåe-
no na podloge za sazrevañe embriona. Ove podloge su bile istog mineral-
nog sastava uz sadrÿaj abscisinske kiseline u koncentracijama 1.6, 3.2 ili
5 mg/L. Na podlogama za sazrevañe embriogeno tkivo je gajeno 4 nedeçe, a
zatim je prenoåeno na podloge istog sastava bez regulatora rasteña. Hran-
çive podloge su sadrÿale 3% saharoze (osim u sluøaju podloge za sazrevañe
gde je koriåõena i 5%) i 0.7% agara (Torlak, Beograd), pH podloga bila je
5.7 pre autoklaviraña, na 115 ºC, u trajañu od 25 min. 
Kulture su gajene u mraku na temperaturi od 25 ± 2 ºC tokom induktivne
i proliferativne faze a tokom faze sazrevaña embriona pod fluorescen-
tnom svetloåõu, pri fotoperiodu od 16 sati svetlosti i 8 sati mraka. Gu-
stina fluksa svetlosti kojom su bile osvetçene kulture na polici bila je
47 µmol s-1m-2. Gustina svetlosnog fluksa merena je instrumentom Quantum
Sensor Li-190 SA uz Li-100 Datalogger (Lincoln-Nebraska, USA). Radi analize
embriogenog tkiva, pod svetlosnim mikroskopom pripremçeni su privre-
meni “skvoå” preparati. Delovi embriogenog tkiva su preneti u 2%-tni
rastvor acetokarmina i blago zagrejani 15 sekundi na plamenu åpiritusne
lampe. Materijal je zatim ispran destilovanom vodom nekoliko puta. Tki-
vo je nakon toga obojeno 0,05%-tnim vodenim rastvorom Evans plavog i
isprano destilovanom vodom nekoliko puta. Obojeno embriogeno tkivo je
prekriveno glicerinom i pokrovnom ploøicom radi dobijaña tankog sloja
- “skvoå” preparata, koji je pogodan za analizu svetlosnim mikroskopom.
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Tabela 1- Sastav hrançivih podloga u razliøitim fazama razviõa 
embriogenog tkiva
Table 1- Composition of nutrient media in different development phases of 
embryogenic tissue
3. REZULTATI
Nezrele åiåarice munike prikupçane su svakih sedam dana od 26. juna
do 17. jula 2007.god. Nezrela semena sadrÿala su ovulu okruÿenu mekanom
semeñaøom. U ovulama semena koja su prikupçena 26. juna dominantni zi-
gotski embrioni su bili uglavnom u prekotiledonarnom stadijumu razviõa.
U ovulama iz semena prikupçenih 02. i 10. jula dominantni zigotski embri-
oni bili su u prekotiledonarnom i kotiledonarnom stadijumu razviõa, a u
ovulama, koje su izolovane iz semena prikupçenih 17. jula, uglavnom u koti-
ledonarnom stadijumu razviõa. 
Na induktivnim podlogama ovule su gajene pet dana (sl. 1a), a zatim su
prenete na podloge u kojima je koncentracija regulatora rasteña smañena
na petinu. Prenoåeñem na podloge sa smañenom koncentracijom regula-
tora rasteña dolazilo je do poveõaña volumena ovula, do pucaña mikropi-
larnog dela ovula i do pojavçivaña mucilagenog kalusa poreklom iz su-
spenzorskog regiona embriona (sl. 1b). Ovaj kalus je embriogeni i sastav-
çen je od velikog broja somatskih embriona na ranim stupñevima razviõa.
Ovo tkivo stalno proliferuje i formira nove embrione, pa se na “skvoå”
preparatima mogu uoøiti embrioni u razliøitim fazama razviõa. 
Embriogeni kalus indukovan je kod 3-10% ovula munike koje su prikup-
çene 26. juna. U eksperimentima sa ovulama prikupçenim kasnije, indukci-
ja embriogenog tkiva deåavala se reæe ili je nije ni bilo. Najviåe ovula,
10%, indukovano je kada je podloga sadrÿala smañenu koncentraciju jedi-
ñeña azota i regulatore rasteña 2.4-D 2 mg/L i BA 0,5 mg/L (tabela 2). 
Proliferacija tkiva je praõena pri svakom pasaÿirañu i ustanovçeno je
da su linije poreklom od prekotiledonarnog stadijuma razviõa embriona
vitalnije i da nakon viåe pasaÿiraña ne gube svoj embriogeni potencijal,
naprotiv, rapidno rastu. Embriogene linije B i C su izgubçene veõ nakon
drugog pasaÿiraña. 
Embriogeno tkivo bilo je sastavçeno od velikog broja embriona u ra-
nim fazama razviõa i ono je proliferovalo na podlogama sa umañenim
koncentracijama regulatora rasteña. Po celoj povråini embriogenog tki-
Inicijacija Proliferacija Sazrevañe
Pasaÿi 1 2-5 1
Hrançiva podloga GD; GDa; GDb. GD; GDa; GDb. GD; GDa; GDb.
  Saharoza (g/L) 30 30 30; 50.
Regulatori rasteña (mg/L)
  BA 0.5 0.1
  2.4 – D ili NAA 2.0 0.5
  ABA 1,6; 3,2; 5.
Svetlosni reÿim mrak mrak svetlost
Vreme 5 dana 8-20 nedeça 4 nedeçe
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va izdvajaju se pojedinaøni somatski embrioni. Analizom „skvoå“ prepara-
ta embriogenog tkiva, utvræeno je da su embrioni organizovani kao bipo-
larne strukture sa meristemskim õelijama na distalnom i suspenzorom sa
dugaøkim vakuoliziranim õelijama na proksimalnom kraju (sl. 1v). Meri-
stemske õelije su izodijametriøne, gusto zbijene, sadrÿe gustu citoplazmu,
male vakuole i centralno postavçeno jedro. Õelije suspenzora su izduÿe-
ne, sa velikom vakuolom, koja je centralno postavçena, i tankim slojem ci-
toplazme koji se nalazi uz õelijski zid.
Tabela 2- Indukcija embriogenog tkiva na ovulama munike razliøite 
starosti. Posle induktivnog tretmana u trajañu od 5 dana 
eksplantati su prenoåeni na podloge istog mineralnog 
sastava sa smañenom koncentracijom regulatora rasteña na 
petinu
Table 2- Induction of embryogenic tissue on white-bark pine ovules of different 
ages. After the inductive treatment for 5 days, explants were 
transferred to media of the same mineral composition with a five times 
lower concentration of growth regulators
*kulture koje su izgubile vitalnost posle 8-10 nedeça
Svake øetvrte nedeçe embriogeno tkivo je prenoåeno na sveÿu hran-
çivu podlogu, jer je tkivo intenzivno raslo i uveõavalo svoju masu. Stalno
prenoåeñe embrionalnog tkiva na sveÿe hrançive podloge bilo je neop-
hodno da bi se zadovoçile potrebe tkiva za sveÿim sastavom hrançive pod-
loge ali i spreøilo åireñe nekroze tkiva. Neke embriogene linije su uz
redovno pasaÿirañe odraÿavane u kulturi duÿe, a neke kraõe, jer su izgu-
bile embriogenu sposobnost (tabela 2). Na podlogama sa citokininom i
auksinom dolazilo je do stalnog formiraña novih embriona ali ne i ñiho-
vog sazrevaña. Radi sazrevaña embriogeno tkivo sa embrionima u kasnijim
fazama razviõa prenoåeno je na podloge sa abscisinskom kiselinom. To-
kom narednih nedeça dolazilo je do zaustavçaña proliferacije embrioge-
nog tkiva i usled intenzivnih õelijskih deoba do uveõaña embriona, åto su
poøetne faze sazrevaña embriona. Rad na daçem sazrevañu somatskih em-
briona je u toku.
Hrançiva 
podloga
Hormoni (indukcija) Ovule sa embriogenim tkivom (%)
A(26.06.) B(02.07.) C(10.07.) D(17.07.)
GD 2 mg/l 2.4-D+0,5 mg/l BA 6.67 3.33* - -
2 mg/l NAA+0,5 mg/l BA 3.33 - - -
GDa
2 mg/l 2.4-D+0,5 mg/l BA 10.00 3.33* 3.33* -
2 mg/l NAA+0,5 mg/l BA 6.67 - - -
GDb 2 mg/l 2.4-D+0,5 mg/l BA 3.33 - - -
2 mg/l NAA+0,5 mg/l BA  3.33* 3.33* - -
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Slika 1- a) Oploæena ovula munike; b) embriogeno tkivo na mikropilarnom kraju 
ovule; v) somatski embrion bipolarne strukture, sa meristemskim õelijama na 
distalnom i suspenzorom sa dugaøkim vakuoliziranim õelijama na proksimalnom kraju.
Figure 1- a) Fertilised white-bark pine ovule; b) embryogenic tissue on the micropyle end of the 
ovule; v) somatic embryo of bipolar structure, with meristematic cells on the distal end and the 
suspensor with long vacuolated cells on the proximal end.
4. DISKUSIJA
Pod odgovarajuõim uslovima, od malog poøetnog tkiva moguõe je dobiti,
hipotetiøki neograniøenu koliøinu identiønih embriona (Gup ta ,  P .K .  et
al., 1993), tako da somatska embriogeneza postaje sve vaÿniji metod propaga-
cije. Proces somatske embriogeneze kod øetinara obuhvata nekoliko ka-
rakteristiønih faza: indukciju i formirañe embriogenog tkiva, odrÿava-
ñe i multiplikaciju embriogenog tkiva, sazrevañe i klijañe embriona, i
na kraju, aklimatizaciju biçaka na uslove staklare a zatim i na uslove spo-
çaåñe sredine. Svaka od ovih faza razliøito vremenski traje kod razli-
øitih vrsta. Iako se broj vrsta roda Pinus na kojima je indukcija somatske
embriogeneze postignuta iz dana u dan poveõava, glavni problemi i daçe
ostaju nereåeni a to su: niska frekvencija indukcije embriogenog tkiva,
nemoguõnost sazrevaña embriona i teåkoõe prilikom konverzije embrio-
na u biçku (Sta sso la ,  C . et al., 2002). 
Postojañe veõeg broja nezrelih embriona u ovuli øetinara je veoma
znaøajno jer istraÿivaøi najøeåõe koriste celu ovulu kao eksplantat za
indukciju somatske embriogeneze. Nezrela ovula je pogodna za indukciju
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Prema literaturnim navodima optimalno vreme za inicijaciju embrioge-
nog tkiva je prekotiledonarni stadijum razviõa dominantnog embriona u
ovuli (Bec kwar ,  M.R. et al., 1990). Meæutim, i pravilan izbor eksplantata
ograniøen je vremenom u toku koga je moguõe uticati na postojeõi program
diferencijacije õelija eksplantata i promeniti pravce morfogeneze.
Ovaj period moÿe biti vrlo kratak, samo par dana ili nedeça (Bec kwar ,
M.R. et al., 1991).
Embriogeni kalus indukovan je kod 3-10% ovula munike, ovako niska
frekvencija formiraña embriogenog kalusa karakteristiøna je i za veõi-
nu drugih Pinus-a (Gup ta ,  P.K., 1995; Sa la jo va , T. et al., 1999). Redukcijom
azotnih jediñeña iz hrançive podloge procenat ovula munike na kojima je
indukovan embriogeni kalus bio je veõi nego kada su ovule gajene na podlo-
zi sa relativno visokom koncentracijom azotnih jediñeña (originalna re-
ceptura GD hrançive podloge) ili na podlozi u kojoj azotnih jediñeña
uopåte nema. Na podlozi sa redukovanom koncentracijom amonijum nitra-
ta bilo je uspeånije i gajeñe embriogenog kalusa P. strobus (Kaul ,  K., 1995).
Ipak, uoøava se da znaøajniji udeo u indukciji embriogenog tkiva ima sta-
dijum razviõa ovule nego sastav hrançive podloge. Iako ima primera da je
indukcija kod nekih vrsta roda Pinus moguõa bez regulatora rasteña (Bec-
kwar ,  M.R. et al., 1990), za indukciju somatske embriogeneze na ovulama mu-
nike regulatori rasteña bili su neophodni. Na podlozi sa redukovanom
koncentracijom amonijum nitrata i 2 mg/l 2.4-D + 0,5 mg/l BA, indukcija em-
briogenog tkiva bila je uspeånija kao i proliferacija tkiva i kasnije sa-
zrevañe embriona. 
Prenoåeñem embriogenog tkiva na podloge u kojima je koncentracija
regulatora rasteña smañena doålo je do intenzivne proliferacije tkiva.
Kod razliøitih øetinara utvræeno je da embriogeno tkivo, bez obzira na
kojoj vrsti eksplantata je indukovano, ne moÿe da raste ako se ne prenese na
podlogu sa redukovanim nivoom regulatora rasteña (Bec kwar ,  M.R. et al.,
1990). Neke embriogene linije munike su uz redovno pasaÿirañe odraÿava-
ne u kulturi duÿe, neke kraõe, jer su izgubile embriogenu sposobnost. Raz-
lozi leÿe u genetiøkoj varijabilnosti prirodnih populacija, åto utiøe na
uspeh indukcije somatske embriogeneze, pa se deåava da se kod pojedinih ge-
notipova sa uspehom indukuje somatska embriogeneza dok su drugi genoti-
povi rekalcitrantni (Pul lman ,  G.C. et al., 2003). 
Sazrevañe somatskih embriona kod vrsta roda Pinus je kritiøan mome-
nat u uspeånoj somatskoj embriogenezi. Za sazrevañe somatskih embriona
uglavnom je neophodno prisustvo ABA u podlozi, a najvaÿniji faktor u
ovom procesu je selekcija odgovarajuõeg razvojnog stadijuma embriogenog
tkiva (Pul lman ,  G.C. et al., 2003). U nekim sluøajevima je visoka koncentra-
cija ABA bila odgovarajuõa za sazrevañe embriona (Sa la jo va ,  T .  et al.,
1999), a nekada je za sazrevañe somatskih embriona raznih borova potrebno
primeniti razliøite pretretmane. Sve viåe se koristi aktivni ugaç radi
uklañaña prethodno koriåõenih citokinina i auksina, za koje se opravda-
no pretpostavça da inhibiraju sazrevañe embriona (Gup ta ,  P.K. et al.,
1993). Meæutim, na podlozi sa aktivnim ugçem dolazi do dezintegracije em-
briogenog tkiva munike na pojedinaøne õelije i proces embriogeneze se za-
ustavça. 
Na embriogenom tkivu munike koje je preneto na podlogu sa ABA uoøa-
vale su se izvesne promene koje su ukazivale na sazrevañe embriona. Meæu-
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tim, potpuno sazrevañe joå uvek nije postignuto. U toku je ispitivañe sta-
dijuma razviõa somatskih embriona koji bi bio najoptimalniji za prenoåe-
ñe na podloge za sazrevañe. 
5. ZAKÇUØCI 
U ovom radu definisani su uslovi pri kojima dolazi do indukcije so-
matske embriogeneze u kulturi Pinus heldreichii. Nezrela ovula u odreæenom
stadijumu razviõa je najpogodniji eksplantat za indukciju somatske embri-
ogeneze. Prema rezultatima optimalno vreme za inicijaciju embriogenog
tkiva je prekotiledonarni stadijum razviõa dominantnog embriona u ovu-
li. Sastav hrançive podloge, posebno prisustvo regulatora rasteña i kon-
trolisani uslovi sredine, u svakom trenutku su vaÿni faktori neophodni
za uspeånu indukciju i proliferaciju embriogenog tkiva. Poøetni stadi-
jumi sazrevaña somatskih embriona postignuti su na podlozi sa ABA. 
Somatska embriogeneza kao jedna od metoda klonalne propagacije moÿe
biti znaøajna pomoõ u reåavañu problema zaåtite i oøuvaña endemo-re-
liktne vrste Pinus heldreichii, ali i podizaña kvaliteta i kvantiteta pro-
izvodñe sadnica ove vrste.
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EFFECT OF DEVELOPMENT STAGE OF Pinus heldreichii MEGAGAMETOPHYTES ON THE 





The induction of somatic embryogenesis was achieved in the culture of immature ovules of ende-
mic-relic species Pinus heldreichii. Isolated ovules with zygotic embryos in different stages of deve-
lopment were grown on nutrient medium with auxins and cytokinins. The induction of embryogenic
tissue of 10% was achieved by growing the ovules with zygotic embryos in the pre-cotyledonary
phase of development on the Gresshoff and Doy (GD) medium with reduced nitrogen compounds and
growth regulators 0.5 mg/l BA and 2.0 mg/l 2.4-D. Proliferation of embryogenic tissue was obtained
on the media with reduced concentration of growth regulators, and the initial stages of embryo matu-
ration were obtained on the media with ABA and 5% sucrose. The analysis of microscopic preparati-
ons of embryogenic tissue shows that the tissue consists of a high number of densely interwoven
embryos with meristematic cells on the distal end and the suspensor with long vacuolated cells on the
proximal end. Further research of the effects of different treatments on the maturation of somatic
embryos is underway, with a view of making the somatic embryogenesis an additional measure in sol-
ving the issues of white-bark pine protection and preservation.
